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Background and Objectives Cartilage tissue engineering, by using stem cells, scaffolding and appropri-
ate growth factors, seek to produce natural cartilage tissue to replace damaged tissue and solve the 
problems that exist in the treatment of cartilage damage. This study aims to compare chondrogenic 
differentiation of adipose-derived stem cells under the influence of the transforming growth factor beta 
3 (TGF-β3), Kartogenin, and avocado/soybean unsaponifiables (ASU) on the fibrin scaffold in the labora-
tory and animal models.
Subjects and Methods In this experimental laboratory study, after extraction of stem cells from human 
adipose tissue, induction of chondrogenic differentiation was done for 14 days on the fibrin scaffold in 
laboratory. The cells differentiated in the fibrin scaffold were transplanted subcutaneously under the 
skin of male rats for two weeks. Then, comparison of histological and immunohistochemical studies was 
performed in both laboratory and animal models.
Results A significant increase in the density of Toluidine blue dye accumulation was observed in TGF-β3, 
Kartogenin and ASU groups in the animal model compared to the laboratory model. Immunohistochem-
ical results for the collagen type X accumulation in the TGF-β3 group showed a significant increase in the 
animal model compared to the laboratory model. In the Kartogenin and ASU groups, the accumulation 
of collagen type Χ showed a significant decrease in the animal model compared to the laboratory model.
Conclusion The implantation of differentiated cartilage cells in laboratory before subcutaneous transfer 
to the skin can help mature and complete the characteristics of the constructed cartilage.
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Extended Abstract

Introduction

rticular cartilage is a highly specialized 
connective tissue with no blood vessels, 
lymphatics and nerves. It is morphologi-
cally characterized by a small number of 

chondrocytes that are responsible for the production, 
organization and protection of the extracellular matrix. 
This tissue has minimal compensatory potential for in-
nate healing and repair. It is degenerated with aging, se-
vere weight bearing, trauma and joint disorders such as 
osteoarthritis. In tissue engineering, the use of biological 
and engineering principles has led to the development 
of functional methods for replacement of damaged tis-
sues. The tissue engineering has been able to provide a 
lot of services in regenerative medicine and regenera-
tion of human body tissues with the progress in the ap-
plication of material engineering, stem cell extraction, 
cell signaling, and transforming growth factors (TGFs). 
The TGF family belongs to the family of biologically 
active chemicals that are very useful in cartilage tissue 
engineering. TGF-β3 causes the production of extracel-
lular matrix in cartilage and leads to an increase in the 
synthesis of sulfated glycosaminoglycans. Despite the 
positive effects of this growth factor on the differentia-
tion of stem cells, several studies have shown that it can 
also increase the expression of collagen gene type X in 
the chondrogenesis process. 

The small small-molecule compound Kartogenin has 
recently been proposed as an induction factor in cartilage 
tissue engineering, which increases the expression of 
genes involved in chondrogenesis, such as SOX9, type 
II collagen, and aggrecan. natural products can be safer 
than prescribed medications and have less side effects. 
For this reason, there is great interest in the application 
of herbal medicine for treatment of diseases. The avoca-
do/soybean unsaponifiables (ASU) consists of one-third 
avocado and two-third soybean. The main components 
of ASU are phytosterols β-sitosterol, campesterol and 
stigmasterol, which are quickly absorbed into the cells. 
ASU is a complex combination of various fat-soluble 
vitamins, sterols, tritetrapene alcohol, and furan fatty ac-
ids. Moreover, it has a positive effect on osteoarthritis 
and inhibits cartilage fracture and stimulates the produc-
tion of collagen and Aggrecan by inhibiting a number 
of molecules and pathways involved in osteoarthritis. In 
this study, we used Kartogenin, ASU, and TGF-β3 for 
chondrogenic differentiation. The goal is to find a suit-
able compound with good chondrogenic differentiation, 

A
reasonable price, and no harmful side effects such as hy-
pertrophy and reduced viability of stem cells.

Methods

This is an experimental laboratory study. After extract-
ing stem cells from human adipose tissue, chondrogenic 
differentiation was induced for 14 days on fibrin scaffold 
in the laboratory. The cells transferred to the fibrin scaf-
fold were classified into four groups: (a) Control group 
(cells affected by chondrogenic differentiation medium 
without growth factors), (b) TGF-β3 group (cells affect-
ed by the chondrogenic medium containing TGF-β3 at a 
dose of 10 ng/mL), (c) Kartogenin group (cells affected 
by the chondrogenic differentiation medium containing 
Kartogenin at a dose of 100 nmol), and (d) ASU group 
(cells affected by the chondrogenic differentiation me-
dium containing ASU at a dose of 10 μg/mL). To in-
vestigate the changes of fibrin scaffolds and differenti-
ated cells in an animal model, after separating stem cells 
from adipose and then cell culture up to passage 2, fibrin 
scaffolds and stem cells were differentiated for 14 days 
by using chondrogenic medium containing the above 
mentioned factors. After the fourteenth day, scaffolds 
containing cells were transplanted under the skin of 
male rats. At the end of the experiments, after anesthe-
tizing the animals, sampling was done. For histological 
study of different groups, fibrin scaffolds and cells were 
put in 10% formalin solution. After 24 hours, the fixed 
samples were placed in the tissue processor and, after 
passing through the stages of dehydration and clarifica-
tion, were molded in paraffin. Then, a 5-micron sections 
of the blocks were prepared and stained for histology, 
histochemistry and immunohistochemistry studies. To-
luidine blue staining and Safranin-O staining were used 
for histological examination, and immunohistochemical 
technique was used to prove the presence of type 2 and 
10 collagen proteins in the tested samples.

Results 

Comparison of toluidine blue dye accumulation den-
sity showed the increased accumulation of proteoglycan 
in all groups in the extracellular matrix of animal model 
compared to laboratory conditions. This increase was 
significant for the TGF-β3, Kartogenin, and ASU groups 
(P<0.05), but was not significant for the control group. 
Comparison of the density of safranin-O dye accumula-
tion showed an increase in all groups in the animal mod-
el compared to the laboratory model, but this increase 
was significant only in the ASU group (P<0.05). 
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Regarding the immunohistochemical results of colla-
gen type 2 and 10, the accumulation of diaminobenzi-
dine (DAB) color in the groups which indicates the ac-
cumulation of collagen type 2 in the extracellular matrix, 
was found in all groups, but it was not significant in any 
groups. The accumulation of DAB color in the groups 
which indicates the accumulation of collagen type X 
in the extracellular matrix, was found in all groups. In 
the TGF-β3 group, the amount of collagen type X ac-
cumulation in the animal model increased significantly 
compared to laboratory model. However, in the Karto-
genin and ASU groups, collagen type X accumulation in 
the animal model significantly decreased compared to 
laboratory model. 

Discussion

Compared to the expensive growth factor TGF-β3, 
Kartogenin and ASU are able to induce chondrogenic-
ity in adipose-derived stem cells, where the effect of 
Kartogenin in 14 days seems to be higher compared 
to ASU. On the other hand, the inhibitory effect on the 
expression of genes involved in ASU hypertrophy is 
greater than that in Kartogenin and TGF-β3. The results 
of animal models indicates that the implantation of dif-
ferentiated cartilage cells in the laboratory environment 
before transferring to the lesion site can help to mature 
and complete the features of the constructed cartilage.
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مقاله پژوهشی

مقایسه القای كندروژنز بین دو مدل آزمايشگاهی و حیوانی با استفاده از فاکتور رشد تغییردهنده بتا 
3 كارتوژنین و آووكادو/سويا

زمینه و هدف مهندسی بافت غضروف، با استفاده از سلول‌های بنیادی، داربست و فاکتورهای رشد مناسب درصدد تولید بافت غضروف 
طبیعی است تا بتواند جایگزین بافت غضروف آسیب‌دیده‌ شود و مشکلاتی را که در مسیر درمان آسیب‌های غضروفی وجود دارد، برطرف 
کند. هدف از این تحقیق، مقایسه شرایط آزمایشگاهی و مدل حیوانی تمایز سلول‌های بنیادی مشتق از بافت چربی انسانی تحت تأثیر 

فاکتور‌های رشد تغییردهنده بتا ۳، کارتوژنین و آووکادو/سویا، بر داربست فیبرین است.
روش بررسی در این مطالعه آزمایشگاهی‌تجربی، پس از استخراج سلول‌های بنیادی از بافت چربی انسانی، القای تمایز کندروژنیک به 
مدت 14 روز بر روی داربست فیبرین در محیط آزمایشگاهی انجام شد و سلول‌های تمایزیافته در داربست فیبرین، به‌صورت زیرجلدی در 
موش صحرایی نر به مدت 2 هفته پیوند شدند. مقایسه بررسی‌های هیستولوژی و ایمونوهیستوشیمی در 2 مدل آزمایشگاهی و حیوانی 

انجام شد.
یافته‌ افزایش معنا‌داری در دانسیته تجمع رنگ تولوئیدین بلو در گروه‌های فاکتور رشد تغییردهنده بتا ۳، كارتوژنین و آووكادو/سويا در مدل 
حیوانی نسبت به مدل آزمایشگاهی مشاهده شد. در ارتباط با نتایج ایمونوهیستوشیمی کلاژن نوع 10، در گروه فاکتور رشد تغییردهنده 
بتا ۳ ميزان تجمع این نوع کلاژن در مدل حیوانی نسبت به شرایط آزمایشگاهی افزایش معنا‌داری داشته است، اما در گروه کارتوژنین و 

گروه آووکادو/سویا، تجمع کلاژن نوع 10 در مدل حیوانی نسبت به شرایط آزمایشگاهی، کاهش معنا‌داری نشان داده است.
نتیجه‌گیری نتایج نشان داده است کاشت سلول‌های غضروفی تمایزیافته در محیط آزمایشگاه، قبل از انتقال به زیر پوست رت می‌تواند به 

بلوغ و کامل‌تر شدن ویژگی‌های غضروف ساخته‌شده کمک کند.
کلیدواژه‌ها فاکتور رشد تغییردهنده بتا ۳، كارتوژنین، آووكادو/سويا، سلول‌های بنیادی مشتق از چربی، فیبرين، كندروژنز
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مقدمه

غضروف مفصلي، بافت هم‌بند بسيار اختصاصي‌شده فاقد عروق 
خوني، لنفي و اعصاب است که ازنظر مورفولوژيکي با تعداد اندک 
از  حفاظت  و  سازماندهي  توليد،  مسئول  که  کندروسيت‌هايي 
ماتريکس خارج سلولي‌اند، توصيف مي‌شود. اين بافت٬ داراي حداقل 
پتانسيل جبراني براي بهبود و ترميم ذاتي است و با افزايش سن، 
استئوآرتريت  مانند  اختلالات مفصلي  و  تروما  تحمل شديد وزن، 
دچار دژنراسيون مي‌شود ]1[. در مهندسي بافت٬ استفاده از اصول 
زيست‌شناسي و مهندسي٬ به توسعه جايگزيني روشي کاربردي براي 
بافت‌هاي آسيب‌ديده منجر شده است. اين رشته نسبتاً جديد٬ تا 
حد زيادي با پيشرفت درکاربرد مهندسي مواد، استخراج سلول‌هاي 
بنيادي، پيام‌رساني سلولي و فاکتورهاي رشد٬ توانسته خدمات زيادي 
درزمينه پزشکي ترميمي و بازسازي بافت‌هاي بدن انسان انجام دهد. 
مهندسي بافت٬ به‌عنوان يک روش مؤثر برای درمان بيماري‌هاي 
انساني محسوب مي‌شود که تقريباً در توليد همه بافت‌هاي انساني به 

درجات مختلف ورود داشته است ]2[. 

سلول‌هاي بنيادي مشتق از چربي٬ به راحتي از چربي زير پوست به 
دست مي‌آيند و توان تمايز به سلول‌هاي چربي، استخوان و غضروف را 
دارند. از مزاياي به‌کارگيري اين سلول‌ها نسبت به سلول‌هاي بنيادي 
ديگر٬ مي‌توان به پيوند اتوگرافت بدون ريسک رد پيوند، عدم انتقال 
بيماري‌هاي واگيردار، فقدان منع قانوني در استفاده از اين سلول‌ها 
و عدم نياز به نگهداري طولاني مدت در بانک‌هاي سلولي همراه با 
صرف هزينه‌هاي فراوان اشاره کرد. همچنين سهل‌الوصول بودن و 
تکثير بيشتر آن‌ها در محيط کشت نسبت به سلول‌هاي بنيادي مغز 

استخوان٬ از مزاياي ديگر آن به شمار می‌رود ]3[.

مختلف  انواع  توسط  بايد  مزانشيمي،  بنيادي  سلول‌هاي  تمايز 
عوامل القائي دروني و بيروني القا شود که در اين فرايند٬ عوامل رشد 
بيشترين تأثير را دارند. اين عوامل٬ پلي‌پپتيدهاي فعال بيولوژيکي 
توليد‌شده توسط بدن هستند که مي‌توانند تحريک، تکثير و تمايز 
سلول به غضروف هيالين را تنظيم کنند و ابزار نويد‌بخشي براي 
مهندسي بافت و پزشکي احياکننده به شمار روند. علاوه‌بر عوامل 
با مولکول‌هاي کوچک و عصاره  از داروهايي  استفاده  امروزه  فوق٬ 
گياهان مختلف در مهندسي بافت غضروفي٬ کاربرد وسيعي دارد که 
علاوه‌بر ارزان و دردسترس بودن٬ فاقد عوارض مخرب فاکتورهاي 

رشد فعلي هستند ]4[.

خانواده بزرگ فاکتور رشد تغییردهنده بتا متعلق به خانواده 
مهندسي  درزمينه  که  هستند  بيولوژيک  فعال  شيميايي  مواد 
بافت غضروف بسيار کاربرد دارد ]5[. اخيراً بيش از 20 عضو با 
3 گيرنده نوع2 و 3 گيرنده نوع ۱ در سلول‌ها براي اين ترکيبات 
شناخته شده است که در مهره‌داران بيان مي‌شوند. آن‌ها نقش 
مهمي در تکثير، آپوپتوز و تمايز سلولي دارند. علاوه‌بر‌اين، آن‌ها 
در تنظيم چرخه سلولي و سيستم ايمني درگير هستند ]6[. 

تحقيقات نشان مي‌دهد فاکتور رشد تغییردهنده بتا 1،۳ باعث 
به  همچنين  شده،  غضروف  در  سلولي  خارج  ماتريکس  توليد 
منجر مي‌شود.  گليکوزامينوگليکان‌هاي سولفاته  افزايش سنتز 
علي‌رغم تأثيرات مثبتی که اين فاکتور رشد بر تمايز سلول‌هاي 
بنيادي دارد، مطالعات بسیاری نشان داده است مي‌تواند در روند 

کندروژنز، بيان ژن کلاژن نوع X را نيز افزايش دهد ]7[.

فاکتوري  به‌عنوان  کارتوژنين  مولکول  کوچک  داروي  امروزه 
به  که  است  شده  مطرح  غضروفي  بافت  مهندسي  در  القائي 
نیاز دارد. جانسون و همکاران در سال  تحقيقات گسترده‌تري 
2012 اثبات کردند کارتوژنين با اتصال به عامل فاکتور متصل 
 a شونده به هسته بتا باعت آزاد شدن اين عامل از فيلامين نوع
و اتصال آن به فاکتور RUNX1 و درنهايت بيان ژن‌هاي دخيل 
در کندروژنز مثل SOX9 ، کلاژن نوع 2 و اگريکان در سلول‌هاي 

بنيادي مشتق از مغز استخوان موش صحرايي مي‌شود ]8[.

سويا  دوسوم  و  آووکادو  يک‌سوم  از  آووکادو/سويا  ترکيب 
تشکيل شده است. اجزاي اصلي آووکادو/سويا فيتوسترول‌هاي 
کامپسترول2، سیستوسترول بتا3و استیگماسترول4 هستند که به 
سرعت در سلول‌ها وارد مي‌شوند. آووکادو/سويا ترکيب پيچيده‌اي 
از انواع ويتامين‌هاي محلول در چربي، استرول، تري‌تتراپن الکل 
و اسيدهاي چرب فوران است ]9[. مطالعات پيشين در آزمايشگاه 
و مدل حيواني نشان مي‌دهد آووکادو/سويا بر استئوآرتريت اثر 
مثبتی دارد و باعث مهار شکستگي غضروف مي‌شود و از طريق 
مهار تعدادي از مولکول‌ها و مسيرهاي دخيل در استئوآرتريت 

باعث تحريک توليد کلاژن و اگريکان مي‌شود ]10[.

رشد  وفاکتور  آووکادو/سويا  کارتوژنين،  از  مطالعه  اين  در 
تغییردهنده بتا ۳ برای تمايز کندروژنيک استفاده شده است. 
هدف از استفاده از اين ترکيبات، يافتن ترکيبي مناسب با قابليت 
تمايز کندروژنيک خوب، قيمت مناسب و نداشتن اثرات جانبي 
مضر مثل ايجاد هايپرتروفي و کاهش زيستايي سلول‌هاي بنيادي 

بوده است.

روش بررسي

تهيه بافت چربي، جداسازي و کشت اوليه سلول‌هاي بنيادي

برای جداسازي سلول بنيادي از بافت چربي، پس از دریافت 
رضايت‌نامه از 3 بيمار با محدوده سني 31 تا 37 سال داوطلب 
جراحي ابدومينوپلاستي، نمونه بافت چربي زيرجلدي به مقدار 20 
تا 30 گرم تهيه شد و تحت شرايط استريل در لوله فالکون حاوي 
نرمال سالين به آزمايشگاه کشت سلولي گروه علوم تشريحي 

1. TGF-β3
2.،‌Campesterol
3. β-sitosterol
4. Stigmasterol
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انتقال یافت. سپس این نمونه چربي، تحت شرايط استريل در 
زير هود لامينار کلاس 2، 3 مرتبه با محلول فسفات بافر سالین 
استريل شست‌وشو داده شد و تا حد امکان بافت‌هاي هم‌بندي و 
عروق خوني از بافت چربي جدا شد. آنزيم کلاژناز 1 نوع A به 
ميزان 1 ميلي‌گرم به ازاي هر گرم به بافت افزوده شد. سپس 
نمونه‌ها در دماي 37 درجه سانتي‌گراد به مدت 45 دقيقه انکوبه 
شدند. پس از اطمينان از تجزيه کامل بافت، به‌منظور خنثي‌سازي 

آنزيم، حجم آنزيم به‌کار رفته، محيط کشت نیز اضافه شد. 

 ۱۴۰۰( حاصل  سوسپانسيون  کردن  سانتريفيوژ  با  ادامه  در 
درور در دقیقه به‌مدت ۱۰ دقیقه(، مايع رويي همراه با سلول‌هاي 
چربي تخليه شد و رسوب سلولي به‌دست آمده به فلاسک حاوي 
محيط کشت افزوده شد. در پايان، فلاسک T75 حاوي سلول و 
محيط کشت به انکوباتورکشت سلول با شرايط استاندارد )37 
درجه سانتي‌گراد، 5 درصد دی اکسید کربن و رطوبت نسبي( 
منتقل شد. با تعويض مديوم بعد از 24 ساعت سلول‌هاي اضافي 
تخليه و هر 3 روز محتواي مديوم فلاسک به‌صورت کامل تعويض 
شد. بدين ترتيب، کشت اوليه سلول‌هاي جداشده آغاز شد. پس 
از 5 تا 7 روز، سلول‌ها تکثير يافتند و سطح فلاسک را اشغال 

کردند ]11[.

پاساژ و تکثير سلول‌هاي بنيادي

پس از تکثير سلول‌ها در کشت اوليه و اشغال حداقل80 درصد  
کف فلاسک، به‌منظور پاساژ سلولي ابتدا محتواي محيط کشت 
فلاسک T75 تخليه و سلول‌ها 2 بار با 2 ميلي‌ليتر فسفات بافر 
سالین استريل شست‌وشو شدند. 3 ميلي‌ليتر محلول تریپسین 
۲۵ درصد آماده مصرف به فلاسک اضافه شد و به مدت 3 دقيقه 
انکوباتور قرار گرفت و پس از مشاهده  در دماي 37 درجه در 
شناور شدن سلول‌ها، براي توقف فعاليت آنزيم، هم حجم آنزيم 
به‌کار رفته محيط کشت به فلاسک اضافه شد و محتواي داخل 
فلاسک بين سه فلاسک T75 تقسيم شد. سپس به هر فلاسک 
10 ميلي‌ليتر محيط کشت افزوده شد. فلاسک‌ها در انکوباتور 

کشت سلول با شرايط استاندارد نگهداري شدند ]12[.

تهيه ترومبين

پلاسماي تازه‌منجمد٬ از بانک خون استان اصفهان تهيه و پس از 
ذوب شدن، کيسه با الکل 70 درصد ضد‌عفوني شد. 15 ميلي‌ليتر از 
محتويات داخل کيسه با رعايت شرايط استريل به‌وسيله ست تزريق 
خون و در زير هود لامينار به فالکون 50 ميلي‌ليتري منتقل شد. 
سپس 1 ويال 10 ميلي‌ليتري آمپول گلوکونات کلسيم به فالکون 
اضافه و سوسپانسيون حاصل براي مدت 100 دقيقه در دماي 37 
درجه انکوبه شد. پس از سانتريفيوژ ترکيب حاصل )۲۴۰۰ دور در 
دقیقه(، محتواي شفاف بخش فوقاني هر لوله را که حاوي ترومبين 
است، تخليه و با اليکوت کردن در مقادير 1 ميلي‌ليتري، در دماي 

80- درجه سانتي‌گراد نگهداري شدند ]13[.

تهيه فيبرينوژن

کيسه cryocipitate از بانک خون استان اصفهان تهيه و پس از 
ذوب شدن سطح خارجي کيسه با الکل 70 درصد ضدعفوني شد و 
محتويات درون آن تحت شرايط استريل و در زير هود با استفاده از 
سرنگ 10 سي‌سي به فالکون‌هاي 15 ميلي‌ليتري انتقال یافتند و در 

دماي 80- درجه سانتي‌گراد نگهداري شدند ]13[.

گروه‌هاي آزمايش

سلول‌هاي انتقالي‌افته به داربست فيبرين در 4 گروه به‌ترتيب 
زير دسته‌بندي شدند: 

مديوم  تحت‌تأثير  گروه  اين  در  سلول‌ها  کنترل،  گروه   .1
کندروژنيک فاقد فاکتورهاي رشد قرار مي‌گيرند. 

2. گروه فاکتور رشد تغییردهنده بتا ۳، سلول‌ها در اين گروه 
تحت‌تأثير مديوم کندروژنيک داراي فاکتور رشد تغییردهنده بتا۳  

به ميزان 10 نانوگرم بر ميلي‌ليتر قرار مي‌گيرند ]11[. 

3. گروه کارتوژنين، سلول‌ها در اين گروه تحت‌تأثير مديوم کندروژنيک 
داراي کارتوژنين به ميزان 100 نانومول قرار مي‌گيرند ]14[. 

4. گروه آووکادو/سويا، سلول‌ها در اين گروه، تحت‌تأثير مديوم 
بر  میکروگرم   ۱۰ ميزان  به  آووکادو/سويا  داراي  کندروژنيک 

میلی‌لیتر قرار مي‌گيرند ]13[.

روش کاشت داربست زير پوست موش صحرايي

سلول‌هاي  و  فيبرين  داربست  تغييرات  بررسي  منظور  به 
سلول‌هاي  کردن  جدا  از  پس  حيواني،  مدل  در  تمايزيافته 
بنيادي از چربي و کشت سلولي تا مرحله پاساژ 2، داربست‌هاي 
فيبرين و سلول‌هاي بنيادي به‌مدت 14 روز تحت تمايز با مديوم 
کندروژنيک حاوي فاکتورهاي یادشده قرار گرفتند. پس از 14 
روز داربست‌هاي حاوي سلول به زير پوست موش‌هاي صحرايي 
نر انتقال يافتند. براي اين هدف، تعداد 20 سر موش صحرايي نر 
بالغ با وزن حدود 250 تا 300 گرم از مرکز تحقيقات ترابي‌نژاد 
ساعت  شرايط 12  در  هفته  يک  به‌مدت  و  خريداري  اصفهان 
روشنايي و 12 ساعت تاريکي نگهداري شدند. سپس حيوانات به 

4 گروه 5 تايي تقسيم شدند که عبارت‌اند از: 

1. داربست و سلول در مديوم کندروژنيک به‌عنوان گروه کنترل. 

2. داربست و سلول تمايز يافته با مديوم حاوي فاکتور رشد 
تغییردهنده بتا ۳ با دوز 10 نانوگرم بر ميلي‌ليتر. 

3. داربست و سلول تمايزيافته با مديوم حاوي کارتوژنين با دوز 
100 نانو مول.
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 4. داربست و سلول تمايزيافته با مديوم حاوي 10 ميکروگرم 
آووکادو/سويا.

پشت  ناحيه  هالوتان  توسط  حيوان  کردن  بيهوش  از  پس   
موش بين دو کتف حيوان تراشيده و با الکل 70 درصد و بتادين 
100 درصد ضدعفوني انجام شد. سپس برش کوچکي در ناحيه 
ذکرشده داده شد و دو داربست به زير پوست هر حيوان انتقال 
یافت و محل برش بخيه با اسپري کلرامفنيکل ضدعفوني شد. هر 
حيوان يک دُز آنتي‌بيوتيک عضلاني )آمپي‌سيلين 10 ميلي‌گرم 
سيستم  تأثير  کاهش  به‌منظور  کرد.  دريافت  هرکيلو(  ازاي  به 
ايمني حيوان روي داربست‌ها داروي سيکلوسپورين )5 ميلي‌گرم 
به ازاي هرکيلو( به‌صورت داخل صفاقي به حيوان از روز قبل از 
جراحي و تا پايان مدت آزمايش يعني 14 روز تزريق شد ]15[. در 
پایان دوره آزمايش يعني 14 روز، پس از بيهوش کردن حيوانات 
نمونه‌برداري انجام شد و داربست‌ها در فرمالين 10 درصد براي 

انجام آزمايش‌هاي بعدي فيکس شدند.]۱۶، ۱۷[.

رنگ‌آميزي‌هاي هيستولوژي و هيستوشيمي

 14 روز  از  بعد  مختلف  گروه‌هاي  هيستولوژي  بررسي  براي 
داربست‌هاي فيبريني به همراه سلول در محلول فرمالين 10 درصد 
قرار داده شد و بعد از 24 ساعت نمونه‌هاي فيکس‌شده در دستگاه 
تيشو پروسسور قرار گرفت و پس از گذر از مراحل دهيدراتاسيون 
برش‌هاي 5  قالب‌گيري شدند.  پارافين  نمونه‌ها در  و شفاف‌سازي 
ميکروني از بلوک‌ها تهيه و براي بررسي هيستولوژي، هيستوشيمي و 

ايمونوهيستوشيمي برای رنگ‌آميزي آماده شدند.
رنگ‌آميزي تولوئیدین آبی5

به منظور تعيين غلظت ماده بين‌سلولي، از رنگ‌آميزي تولوئيدين 
بلو استفاده شد. پس از دپارافينه کردن، عبور از گزيلل و الکل٬ لام‌ها 
به‌مدت 5 دقيقه در محلول آبّي تولوئيدين بلو در1 درصد قرار گرفتند 

و پس از شست‌وشو و خشک شدن مونته شدند ]18[.

O رنگ‌آميزي سافرانين

به منظور تعيين و اثبات وجود گليگوزآمينوگليکان در ماتريکس 
بين سلولي از رنگ‌آميزي سافرانين O استفاده شد. ابتدا پس از 
دپارافينه کردن و عبور لام‌ها از گزيلل و الکل٬ هسته سلول‌ها 
توسط هماتوکسيلين وايگرت به‌مدت 10 دقيقه رنگ‌آميزي شد. 
براي رنگ‌آميزي اقتراقي از رنگ فاست گرين 0/05 درصد به‌مدت 
5 دقيقه و براي رنگ‌آميزي محتواي گليکوزآمينوگليکان لام‌ها در 
محلول سافرانين ٬‌O ۱ درصد براي 5 دقيقه قرار گرفتند. در بين 
مراحل رنگ‌آميزي لام‌ها با آب جاري شست‌وشو شدند. پس از 

آب‌گيري و شفاف‌سازي لام‌ها مونته شدند ]18[.

5. Toluidine Blue

تکنيک  ايمونوهيستوشيمي

در  و 10   2 نوع  کلاژن  پروتئين‌هاي  وجود  اثبات  به‌منظور 
نمونه‌هاي موردآزمايش از تکنيک ايمونوهيستوشيمي استفاده 
شد. براي اين هدف، پس از دپارافينه کردن لام‌ها براي مرحله 
آنتي‌ژن رتريوال از محلول تریس EDTA با pH 9 استفاده شد 
و لام‌ها 15 دقيقه در محلول آنتي‌ژن رتريوال در دماي جوش 
قرار گرفتند و سپس 15 دقيقه نيز در دماي اتاق محلول آنتي‌ژن 
محلول  در  لام‌ها  مرحله٬  اين  از  قبل  رتريوال سرد شد. ضمناً 
هيالورونيداز 1 درصد به‌مدت 2 ساعت قرار گرفتند. پس از اين 
مراحل٬ پروکسيداز درون‌زاد توسط محلول پراکسيد هيدروژن در 
 TBS متانول به نسبت 1به 9 مهار و پس از شست‌وشو در محلول
آنتي‌بادي‌هاي اوليه آنتي‌کلاژن نوع 2 و 10 و از نوع موشي عليه 
نوع انساني با رقت 1/50 به‌مدت 16 ساعت در دماي 4 درجه 
يخچال روي لام‌ها انکوبه شد. پس از شست‌وشو آنتي‌بادي ثانويه 
عليه نوع موشي گنژوگه با 1HRP به‌مدت 2 ساعت انکوبه شد. 
سپس از محلول دی آمینو بنزیدین براي رنگ‌آميزي استفاده 
شد. هسته‌ها توسط رنگ هماتوکسيلسن رنگ‌آميزي و پس از 

آب‌گيري و شفاف‌سازي نمونه‌ها مونته شدند ]19[.

روش نيمه کمي کردن رنگ‌آميزي‌هاي اختصاصي

براي نيمه کمي کردن ميزان رنگ زمينه در رنگ‌آميزي‌هاي 
سافرانين O، تولوئيدين بلو و رنگ‌آميزي ايمونوهيستوشيمي پس 
از تهيه برش‌هاي 5 ميکروني و رنگ‌آميزي با رنگ‌هاي اختصاصي 
توسط  و  شد  انجام  عکس‌برداري  يکسان  شرايط  در  لام‌ها  از 
نرم‌افزار Image J نسخه 2،6،1 به‌صورت نيمه کمي و با روش 
بررسي آستانه حداقلي و حداکثري رنگ زمينه، ميزان تجمع رنگ 
در ماتريکس بين سلولي اندازه‌گيري شد ]۲۰[. اين مطالعه در 
دانشگاه علوم پزشکي شهيد صدوقي يزد٬ با دریافت کد اخلاق 

تصويب شده است.

 تحليل آماري

داده‌ها با نرم‌افزار SPSS و روش تحلیل واريانس يک‌طرفه، از 
نظر معنادار بودن بررسي شد و P‌‌<‌0/05 به‌عنوان سطح معنا‌داري 

در نظر گرفته شد.

يافته‌ها

رنگ‌آميزي تولوئيدين بلو

مقايسه دانسيته تجمع رنگ تولوئيدين بلو، افزايش تجمع پروتئوگليکان 
را در همه گروه‌ها در ماتريکس خارج سلولي در مدل حيواني نسبت به 
شرايط آزمايشگاهي نشان مي‌دهد که اين افزايش براي گروه‌هاي فاکتور 
رشد تغییردهنده بتا ۳، كارتوژنين و آووكادو/سويا معنا‌دار و براي گروه 

کنترل بدون معني است )P‌‌<‌0 /05( )تصویر شماره 1(.
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تصویر 1. مقایسه نتایج نیمه‌کمی رنگ‌آمیزی تولوئیدین بلو در گروه‌های مختلف )کنترل، فاکتور رشد تغییردهنده بتا ۳، كارتوژنین و آووكادو/سويا( در شرایط 
)P‌‌<‌0/10( ** و )P‌‌<‌0/05( آزمایشگاهی و مدل حیوانی. * معنا‌داری

تصویر2. مقایسه نتایج نیمه کمی رنگ‌آمیزی سافرانین o در گروه‌های مختلف )کنترل، فاکتور رشد تغییردهنده بتا ۳، كارتوژنین و آووكادو/سويا( در شرایط 
)P<001( ** و (P<0/05) آزمایشگاهی و مدل حیوانی. * معنا‌داری

تصویر3. مقایسه نتایج نیمه کمی رنگ‌آمیزی ایمونوهیستوشیمی کلاژن نوع 2 در گروه‌های مختلف )کنترل، فاکتور رشد تغییردهنده بتا ۳، كارتوژنین و آووكادو/
)P<001( ** و )P‌‌<‌0 /05( در شرایط آزمایشگاهی و مدل حیوانی. * معنا‌داری )سويا
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O رنگ‌آميزي سافرانين

مقايسه دانسيته تجمع رنگ سافرانين o افزايش تجمع رنگ را 
در همه گروه‌ها در مدل حيواني نسبت به مدل آزمايشگاهي نشان 
مي‌دهد، اما فقط در گروه آووکادو/سويا اين افزايش معنا‌دار شد 

)P‌‌<‌0/05( )تصویر شماره 2(.

نتايج ايمونوهيستوشيمي کلاژن نوع2

تجمع رنگ دی‌آمینو بنزیدین در گروه‌ها که نشان‌دهنده تجمع 
کلاژن نوع 2 در ماتريکس خارج سلولي است در تمام گروه‌ها 
وجود دارد، اما نتايج هيچ يک از گروه‌ها نسبت به هم معنا‌دار 

نیست )تصویر شماره 3(.

نتايج ايمونوهيستوشيمي کلاژن نوع 10

تجمع رنگ دی‌آمینو بنزیدین در گروه‌ها که نشان‌دهنده تجمع 
کلاژن نوع 10 در ماتريکس خارج سلولي است در تمام گروه‌ها 
بتا ۳ ميزان  تغییردهنده  فاکتور رشد  اما در گروه  دارد،  وجود 
تجمع کلاژن نوع 10 در مدل حيواني به طور معنا‌داري نسبت 
به شرايط آزمايشگاهي افزايش يافته است و در گروه کارتوژنين و 
گروه آووکادو/سويا، تجمع کلاژن نوع 10 در مدل حيواني نسبت 
به شرايط آزمايشگاهي کاهش معنا‌داري نشان داده است )تصویر 

شماره 4(.

بحث

از چالش‌برانگيزترين  نقايص غضروف مفصلي يکي  بي‌شک، 
مسائل در عرصه علم پزشکي و بيماري‌هاي مفاصل سينوويال 
محسوب مي‌شود. به‌دليل ماهيت ذاتي بافت غضروفي که همان 

بافت به  اين  بافت است، ترميم  فقدان رگ خوني و عصب در 
کندي صورت گرفته و تقريباً ناچيز است و علاوه‌بر عدم ترميم 
کامل، زمينه براي فعال شدن آبشاري از عوامل التهابي دخيل در 
نقايص غضروفي نيز به تخريب بيشتر آن منجر مي‌شود ]21، 22[. 
تاکنون درمان نقايص غضروفي، براساس رفع التهاب و تسکين درد 
در جهت کند کردن روند بيماري طراحي شده است. در موارد 
پيشرفته بيماري٬ قرار دادن پروتز، ميکروفرکچر و پيوند اتولوگ 
تأثيرگذار  اين مسئله  تا حدودي در حل  کندروسيت مي‌تواند 
باشد ]23[. اما امروزه مهندسي بافت و پزشکي ترميمي، با هدف 
جايگزيني اندام از دست رفته، همراه با پيشرفت‌هاي بيوتکنولوژي 
تکامل يافته است که ترکيبي از زيست مواد، فاکتورهاي رشد و 

سلول‌هاي بنيادي است.

در اين مطالعه، با استفاده از داربست فيبرين يک محيط 3 
بعدي مناسبي براي رشد و تمايز کندروژنيک سلول‌هاي بنيادي 
مزانشيمي بافت چربي انساني با استفاده از فاکتورهاي فاکتور 
محيط  در  آووكادو/سويا  و  كارتوژنين  بتا ۳،  تغییردهنده  رشد 
آزمايشگاهي و مدل حيواني ايجاد شد. از طرفي پتانسيل کندروژنز 
سلول‌هاي بنيادي به تراکم بالاي سلولي نياز دارد. باتوجه‌به موارد 
فوق و نياز بالاي سلول در سلول درماني، استفاده از سلول بنيادي 
مزانشيمال نسبت به سلول کندروسيت مناسب‌تر خواهد بود. 
در مطالعات زيادي نشان داده شده است که سلول‌هاي بنيادي 
مشتق از بافت چربي توان تكثيري بالايي دارند و مي‌توانند به 
اين  يابند.  تمايز  کندروسيت‌ها  ازجمله  سلولي  رده‌هاي  انواع 
نوع سلول‌هاي بنيادي، به وفور از بافت چربي با حداقل آسيب 
مي‌توانند حاصل شوند ]24[. همچنين در مورد اثبات توانايي 
کندروژنيک سلول‌هاي بنيادي مشتق از بافت چربي، اریکسون و 
همکاران در سال 2002 اذعان کردند که با استفاده از داربست 

تصویر4. مقایسه نتایج نیمه‌کمی رنگ‌آمیزی ایمونوهیستوشیمی کلاژن نوع 10 در گروه‌های مختلف )کنترل، فاکتور رشد تغییردهنده بتا ۳، كارتوژنین و آووكادو/
)P‌‌<‌0 /۰۱(** و )P‌‌<‌0/05(در شرایط آزمایشگاهی و مدل حیوانی. * معنی‌داری )سويا
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آلژينات و پس از 14روز تحت‌تأثير فاکتور رشد تغییردهنده بتا ۱، 
توليد کلاژن نوع 2 در سلول‌هاي مذبور افزايش يافته است ]25[.

غضروف،  بافت  مهندسي  در  مهم  اجزاي  و  عوامل  ديگر  از 
داربست‌هايي است که داراي ويژگي‌هاي مشابه ماتريکس خارج 
سلولي است و بتوانند ضمن حمايت از سلول‌ها در جهت تکثير 
و تمايز، انتقال مواد مغذي ضروري و دفع مواد زائد به‌خوبي عمل 
كنند. همچنين بتوانند به‌خوبي با بافت ميزبان جايگزين شوند و 
به بافت ميزبان اتصال يابند ]26، 27[. در ميان انواع داربست‌ها، 
و طبيعي محسوب  زيستي  ترکيبات  از  يکي  فيبرين  داربست 
مي‌شود که مي‌تواند به سهولت از خون بيمار تهيه شود ]28[. 
داربست فيبرين، زيست تخريب‌پذيري و زيست سازگاري خوبي 
دارد و باتوجه‌به نداشتن سميت، بستري مناسب جهت تکثير، 
تمايز و مهاجرت سلول‌ها فراهم ميك‌ند و استفاده‌هاي وسيعي در 

مهندسي بافت غضروف دارد ]29، 30[.

در مطالعه ديگري که در سال 2011، گیراندون و همکاران 
براي مقايسه تکثير و بقا سلول‌هاي بنيادي مشتق از چربي در دو 
داربست فيبرين و آلژينات انجام دادند، اثبات شد ميزان تکثير و بقا 
اين سلول‌ها در داربست فيبرين بيشتر از داربست آلژينات است. 
همچين ميزان آپوپتوز در اين داربست کمتر از داربست آلژينات 
گزارش شد ]31[. در مطالعات فوق و ديگر مطالعات، داربست 
فيبرين عمدتاً به‌صورت تجاري تهيه شده است٬ اما در اين مطالعه٬ 
اجزاي تشکيل‌دهنده داربست به‌صورت کرايو و ترومبين از بانک 
خون تهيه و در آزمايشگاه داربست فيبرين ساخته شد. مونیرا 
بيان کرد که ميزان گليکوزآمينوگليکان در داربست‌هاي داراي 
زيادي  ميزان  به  فيبرين حاوي سلول‌هاي غضروفي خرگوش، 
افزايش يافته است  پس از کاشت در زير پوست موش سوري 
]32[ که با نتايج اين تحقيق هم‌خواني دارد و مي‌توان نتيجه 
گرفت که استفاده از ترکيبات طبيعي براي ساخت داربست در 
مهندسي بافت به ميزان بيشتري نسبت به داربست‌هاي سنتتيک 
مي‌تواند در تمايز کندروژنيک مؤثر باشد. همچنين مشاهده شد 
سلول‌هاي تمايزي‌افته در محيط آزمايشگاهي در داربست فيبرين٬ 
پس از گذشت 14 روز از کاشت زير پوست موش صحرايي نر، 

خصوصيات بافت غضروف طبيعي را از خود نشان داده بودند.

در سال 2013 رحیم در تحقيقي گزارش کرد که افزايش فاکتور 
رشد تغییردهنده بتا ۳ از عوامل تخريب غضروف مفصلي و ايجاد 
استئوآرتريت است، در اين مطالعه٬ ميزان گيرنده‌هاي فاکتور رشد 
تغییردهنده بتا ۳ در سلول‌هاي غضروفي که به سمت هايپرتروفي 
و فاکتور رشد تغییردهنده بتا ۳ تغييرات دژنراتيو پيش مي‌روند 

به‌طور فزاينده‌اي افزايش ميي‌ابد ]33[. 

رشد  فاکتور  رشد  فاکتور  از  استفاده  نيز  حاضر  مطالعه  در 
شرايط  در  هم  رشد  فاکتور  اين  داد  نشان   ۳ بتا  تغییردهنده 
آزمايشگاهي و هم در مدل حيواني مي‌تواند تمايز کندروژنيک 

ايجاد کند که شاهد اين ادعا بيان ژن‌هاي دخيل در کندروژنز از 
قبيل SOX9، کلاژن نوع2 و اگريکان است. نتايج حاصل از بيان 
اين ژن‌ها در شرايط آزمايشگاهي و رصد پروتئين‌هاي کلاژن نوع2 
و X در شرايط آزمايشگاهي و مدل حيواني نشان داد نسبت به 
آووکادو/سويا به‌صورت معنا‌داري مؤثر بود، اما اين افزايش نسبت 
به کارتوژنين معنادار نبود و بيان ژن کلاژن نوع X که نشان‌دهنده 
ميزان هايپرتروفي در سلول‌هاي تمايزيافته است در سلول‌هايي 
که در مديوم کندروژنيک حاوي فاکتور رشد تغییردهنده بتا ۳ به 
ميزان 10 نانوگرم در ميلي‌ليتر تمايز يافته بودند، به‌صورت معنا‌دار 
در شرايط آزمايشگاهي نسبت به گروه‌هاي ديگر افزايش يافته بود 
که به اين معني است که فاکتور رشد فاکتور رشد تغییردهنده 
بتا ۳ علي‌رغم تأثير شديد در تمايز سلول‌هاي بنيادي به سلول 
غضروفي مي‌تواند سلول‌ها را به سمت هايپرتروفي شدن و شايد 
آپوپتوز پيش ببرد که اين موضوع از نقاط ضعف استفاده از اين 

فاکتور رشد است. 

نتايج مطالعه حاضر نشان داد استفاده از آووکادو/سويا پس از 
14 روز در شرايط آزمايشگاهي بيان ژن‌هاي دخيل در کندروژنز 
را افزايش مي‌دهد، اما اين افزايش نسبت به گروه‌هاي ديگر و گروه 
کنترل معنا‌دار نبود. تحقيقات قبلي نشان داده است که پس از 21 
روز بيان ژن‌هايي مثل کلاژن نوع 2 و اگريکان به شکل معنا‌داري 
افزايش نشان داده است ]34[. شايد استفاده طولاني‌مدت از اين 
عامل، باعث افزايش بيان اين ژن‌ها شده است. کاهش بيان ژن 
کلاژن نوع 10 را مي‌توان از نقاط قوت اين عامل القائي نام برد که 
هم در شرايط آزمايشگاهي و هم مدل حيواني اين امر مشاهده 
شد. همچنين زيستايي سلول‌هاي بنيادي در گروه آووکادو/سويا 
نسبت به گروه فاکتور رشد تغییردهنده بتا ۳ و کارتوژننين بيشتر 
بود. علي‌رغم مشخص نبودن فرايند مولکولي اين رخداد، به نظر 
مي‌رسد مهار فاکتورهاي التهابي که توسط ساير محققين گزارش 
شده بود، باعث پيشگيري از مرگ سلولي و افزايش زيستايي در 

سلول‌هاي بنيادي شده است.

فاکتوري  به‌عنوان  کارتوژنين  مولکول  کوچک  داروي  امروزه 
القائي در مهندسي بافت غضروفي مطرح شده است که نياز به 
تحقيقات گسترده‌تري دارد. در سال 2012 جانسون و همکاران 
متصل  فاکتور  عامل  به  اتصال  با  کارتوژنين  که  کردند  اثبات 
 a شونده به هسته بتا  باعث آزاد شدن اين عامل ازفيلامين نوع
و اتصال آن به فاکتور RUNX1 و در نهايت بيان ژن‌هاي دخيل 
در کندروژنز مثل SOX9 ، کلاژن نوع 2 و اگريکان در سلول‌هاي 

بنيادي مشتق از مغز استخوان موش صحرايي مي‌شود ]8[. 

در سال 2014 زانگ بيان کرد کارتوژنين از تأثير فاکتورهاي 
التهابي مثل IL1 و اینترلوکین1 و عامل نکروزدهنده‌ی تومور بتا 
بر روي سلول‌هاي غضروفي در محيط کشت جلوگيري می‌کند 
و از روند دژنراتيو در اين سلول‌ها مي‌کاهد ]35[. نتايج اين طرح 
نشان داد استفاده از کارتوژنين باعث بيان ژن‌هاي کلاژن نوع 2، 
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اگريکان و SOX9 به‌صورت معنا‌داري هم در شرايط آزمايشگاهي 
و هم در مدل حيواني مي‌شود. تحقيقات گذشته نشان داده که 
کارتوژنين از طريق تغيير بالانس از حالت پيش هايپرتروفي به 
سمت پيش تمايز و تکثير باعث کاهش بيان ژن کلاژن نوع 10 

مي‌شود که با نتايج اين تحقيق هم‌خواني دارد ]36[.

شرايط  در  غضروفي  تمايز  روز   14 از  پس  مطالعه٬  اين  در 
آزمايشگاهي اين سلول‌ها و داربست فيبريني که سلول‌ها در آن 
تمايز يافته بود به زير پوست موش صحرايي نر انتقال يافت و 
پس از 14 روز نمونه‌گيري انجام و نمونه‌ها از نظر هيستولوژي و 
ايمونوهيستوشيمي مورد آزمايش قرار گرفت که نسبت به شرايط 
آزمايشگاه سلول‌ها بيشتر داراي مشخصات بافت غضروف شفاف 

بودند. 

در سال 2008، منیره بيان کرد که ميزان گليکوزامينوگليکان 
در داربست حاوي سلول‌هاي غضروفي خرگوش به ميزان زيادي 
افزايش يافته است  پس از کاشت در زير پوست موش سوري 
]32[. همچنين در سال 2001، ساسانو و همکاران اذعان کردند 
در  است  فيبروزي  مارکر  نوع1 که يک  بيان کلاژن  ميزان  که 
سلول‌هاي تمايزيافته در مدل حيواني نسبت به مدل آزمايشگاهي 
کمتر است ]37[. مقایسه نتايج رنگ‌آميزي‌هاي اختصاصي در 
شرايط آزمايشگاهي و مدل حيواني حاکي از اين مطلب است که 
در داربست‌هاي کاشته‌شده٬ قرار گرفتن سلول‌هاي تمايزي‌افته 
در زير پوست٬ افزايش ميزان عناصر تشکيل‌دهنده ماتريکس 
غضروفي مثل پروتئوگليکان‌ها را ایجاد کرده است و ازطرفي 
ميزان تجمع کلاژن نوع10 که نشان‌دهنده شروع و وقوع روند 
گروه‌ها  برخي  در  است  تمايزيافته  سلول‌هاي  در  هايپرتروفي 

بهویژه آووکادو/سويا به‌طور معنا‌داري کاهش يافته است. 

نتيجه‌گيري

نتايج اين تحقيق حاکي از اين است که نسبت به فاکتور رشد 
مشخص و گران‌قيمت فاکتور رشد تغییردهنده بتا ۳، کارتوژنين 
و آووکادو/سويا قادر به القاي کندروژنيک در سلول‌هاي بنيادي 
مشتق از چربي انساني هستند٬ اما اثر کارتوژنين در مقايسه با 
آووکادو/سويا در مدت 14 روز تا حدودي بارزتر به نظر مي‌رسد. 
هايپرتروفي  در  دخيل  ژن  بيان  روي  بر  مهاري  تأثير  ازطرفي 
آووکادو/سويا بيشتر از کارتوژنين و فاکتور رشد تغییردهنده بتا 

۳ است. 

همچنين نتايج حيواني اين طرح نشان داده است که کاشت 
سلول‌هاي غضروفي تمايزيافته در محيط آزمايشگاه قبل از انتقال 
ويژگي‌هاي  شدن  کامل‌تر  و  بلوغ  به  مي‌تواند  ضايعه  محل  به 

غضروف ساخته‌شده کمک کند.

ملاحظات اخلاقي

پيروي از اصول اخلاق پژوهش

در   IR.MUI.REC.1395.3.176 اخلاق  کد  با  مطالعه  اين 
دانشگاه علوم پزشکي شهيد صدوقي يزد تصويب شده است.

حامي مالي

مقاله برگرفته از پایان‌نامه دوره دکتری محمدعلی ایزدی- گروه 
علوم تشریحی- دانشگاه علوم پزشکی اصفهان می‌باشد و توسط 

این دانشگاه تأمین بودجه شده است.

مشارکت نویسندگان

روش‌شناسی:  والیانی؛  علی  و  هاشمی  بتول  مفهوم‌سنجی: 
نگارش:  اسفندیاری؛  ابراهیم  و  بهرامیان  حمید  هاشمی،  بتول 
مجید پورانتظاری، محمدعلی ایزدی و بتول هاشمی؛ ویراستاری 
و نهایی‌سازی نوشته: مجبد پورانتظاری، بتول هاشمی، حمید 
بهرامیان و ابراهیم اسفندیاری؛ بصری‌سازی: بتول هاشمی و مجید 

پورانتظاری؛ منابع و تأمین مالی: محمدعلی ایزدی.
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بتول هاشمی بنی و همکاران. مقایسه القای كندروژنز بین دو مدل آزمايشگاهی و حیوانی با استفاده از فاکتور رشد تغییردهنده بتا 3 كارتوژنین و آووكادو/سويا
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